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o T . * % CD su * L ffi # T « , 
a)«^SHffi(c«^-rsxS, 

T 5 / $nsxs> 

c) Hffi«-&1Sl?stt,«fc^5fe#••r5xs, 

d) @ffi/6^C>IM75y;Rmt:^tBf-5X@ 

e) 7 )u t) u ^ t¥ T X m 7 ^ y mm ^ -i > ^ :x - h L . ^ n iz ^ <o m. 7 z y mm sik 7. 

s^tf, mm o >^ h > m. m . m^v<\tmwi(Ozyhiyym.mco'y^zyjim.m. 
<affi&c9'^^->;i':S»'vro^i^ ( ^mmm7Kmm.Rmi ) , -f-nicj;?), 5-;5^5^;i/->h 40 
> m.m \tm M \z n tj. :i3 m -^-^ m m nx ^ , 

[0018] 

^ll#tt> -^J ;^ aM?^m 7J< ft O /■? 5 ^ - ^' " * M ^-r SFrommer e (WW 

) S it Grigg*3 J; J/Cl ark ( M ffi ) *#!l-r^c:i:(cj;D, MiStK7X*:^Kfti£*Ji-rs 
ft ^ T t/i . GrunauS ( tS W ) 6 . M ffiit ^ 7K * :S & O ^ S nj |g T -S d i: S 

pH«mtt ® H 1^ T * . M«li?**ifi[©jgfS«, 0. iJ&i e. 6MM«Sm7[c^^T * 0 , if S 50 
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V < \t. 1 M*^ e. 5 . 5MT- » 0 , i:j:t hti\:f yi7M<Dmm\t. 1 *^ 6. 8MT & <0 . ^ tHZ f) . 

afe D , Mittt. o-cA^ego-c. ^ffsb<tt, (25"C) e, got: T a& D , ^vxRmm 

Mtt, 30^3- 6. 24Bt M S tt48ll# FbI S fc tt^ nJ!Ji± , »*b<tt, m W ^ 2 4Bt * 
« . IK X > ft X e « , ;^ « , * ft #) ( « , 7X K ft h U A ) © S # f 

;ttf38%EtOH. lOOmM NaCK 2 00inM NaOH) tbT, T ;i/ * U ^ ?S * tt S W Jjp b 

, Sja-t? ^ ttiftST'^^i- , » S U < «5:a- e 60^)-'f > ^ 3. ^ - h -r ^ d i: J: D 

s n s . 

[0019] 10 

* ^ © ffia -e tt > mm it, :t + -> U 4^ ^ » (DNA) ab D , i: D ^ ^ A DNA * 

n 2. DNAS fc « ^ m T a S , gij © M © DNA, m^itfy 7. S. K 1^ T M ttS ^ tl S © t K gij T 

^ fc tc: © ffl i§ S ffl 1.^ -5 o 1* m © « M » , X « * fc « S M «ffl flg tt T- J; < , » S b < 

[ 0 0 2 0 ] 

mm izm V , ^n\z ^ r) , mm^om-^it, mm^^n^^mh, ^ h x mm*^@^ <^7i 

©*©«B{c^-gr$ti#-g.^tS:t)#«:(CAtl^o *5^BjtJ:Sffi«Ttt, Hffltt> »S 20 

V < \tmmm^m t:m . #^©^frTT«ffi?S^^"e# S-r :f >^m# (Amersham bio 
sciences Europe, Freiburg, Gerinaiiyj:Drt3l£$tlS) , hHD4^v';i/7/'?^''ri- (Sigm 
a, Taufkirchen, Ge rmany J; D rU S tl § ) . ;if 7 X L < H -> U * , ^ fc \t -fJ y X % h 
< « -> U * ^ A. T S « « T cb . gij © «8 « T « , H =IS ^ S ti T ^ , f t'j; H 
ffltt. @ffi--©i^^^«^-r«.ft^'tlSffltiT, ■fi«J;l««Mfc#«-r§:^Urf^^l':tg^ 
HSfc«tf::r5=->^^DNACiS-g-bTt.iSX hU':/hTlfs;> (Hffi©^Hfc#«L'TVi 
•5) ^©^m©iS?iJ;^^'i|#aW;^j:|#-grt'=fcD, :»mSrPB^i*Wlc^g-g--r^. i?er3T)g«;&:i[^ 
tt. DYNAL, Oslo, Norway-?)^ 6 flrlS $ n , ^ «W090/064045tC IB « ^ tl T </i ^ . 

[ 0 0 2 1 ] 

r#««|ij ^cSfflBtt, $e.;5:§ft^W '«|r # ft b , T ^J: S fife © ft ¥ a * * 30 

U * « B J S fc « r 1$ ^ X « ® J ^ ffl lg , :K S * M '* R b , ^ b 

T>'U^;«®^©fe®t«^-&bTi/i?itt/^. ^®^-&©fcfe©4'WtlKibT*l#tsn^ 
tt©ft;^«*««*iS-&Wic, Sfctt#^^*ig'&e<j(c#«bTVi;feVi^<h*lc*-rs. ^!et> 

T, ^ V < \t7Kmm ^ ^z^m <D m"?" ti \z J;: <o r$^mmmm i Kitsii-grf^ 

5^ F « b T U * « ffl T- S -5 , If ^ § n U * « ® M f S SU © 0iJ , t' 5^ 

> ft § n DNA^)- ^Cig^bTVi-5X h U:fhTtf>'>-C3 - hSn&>'U;^^®T&S 

[ 0 0 2 2 ] 

:$immizj^^^M(D0^v\,^mmxit, mm it. vf^vKiti^^m ( :^ ^ x s a >- u 

. ^ y X }d- X ^ h < itmi" . :» ^ xm% h < itm^:^ ^ . mititi^mm:^ ^ 

H-c«s^nfc{fi©tj«-eafeSo a:Dfctt^!f*bv^©a, ^^7.yu-:^^rcit-»^7.m 
^ rcitmn:^ ^ 7.m^x' ^ . fj^-^^^mmit, m ^itm.mwnmo38906dm^rzitMmm 

tfFm5234809-^lCTM*^nTVi-5. 
[ 0 0 2 3 ] 

DNAS « =1* M s 5 X s a -> u * « ® IS -r ^ * , « * w tc a ^ ^ « t » » 

t? ft ^ o Z.(Dyjmit. a * © Xfi^ fC *5 I/:. T l^lin t IB ® $ n T S . Vagal s tein, B.*5j;t^' 
Gillespie, D. , Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76: 6 1 5-6 1 9 ( 1 9 79) X it , m ^ it 3 it 
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■r h u -i^AoffffiT, T :^ u - tr )], A ^ o mm ^ m m y u > h:»5'7.^m-^-r^:fjm-A^ 

ACD » ia M.A.S, Anal. B i o ch em. 1 2 1 : 38 2-3 87 ( 1 98 2) C fB « ^ tl T -5 o DE-A 
37344421? WWt M X y 7 — 'J W?" ttmir :^ ZL t \Z ^ ^ Cf ^ 7. y r -i — y ^ 

)i' ^ - ±(D — :^mni3y 7 - Mk<D ^ ^ zs m&m^Mx <D y r ~ m <D m M 
i^nri^s. if y 7. y 7 /-^ — y ^ jv ^ — \z ^ ^ h X ^ mm. ^ h . :k^^x ^ j ~ 

;i/^*Tris/EDTAS ta f-S.. => ¥ y 7 - V if^ 6 DNA^ » M T -& IM 

5&«Jakobi. R. ^ . Anal. B 1 ochem. 1 7 5 : 1 96-201 ( 1 988) t IB IE * n T S . ^ M , * 

Bi -r -5 * . ifc ^ s 'L^ ^J- ii $ n -s . * y ^ x 7 r -f - 7 ^- ;u 5' - ^ a b t 

rton, R.P.C, Anal. Biochem.2 0 1 : 1 66- 1 6 9 ( 1 9 9 2) *5j;?^'PCT GB9 1/002 1 2 IB « § tl T 

ffl T « m s ^ -r ^ o 

[ 0 0 2 4 ] 

^tt:^?^xl4-?T^^„ ?Ktt;y^x*^^tt> :^9X4'CD/jN§acD?^ttSco@#:^)-«!c'-i;T-a&D 

, ■tuio%^n\t.. i'^ n \z i\^m m'&. (Ti m 'iff i)^ % t\x ^ ■» V 7s >hmx ^ ^ . k tt # 20 

§1 § # e n s o « ® tt M , ?i 5 t tt s II < L 51 # # It e> n © -e * ffi T /^c 
< , ^ n * ^ 0j J: s S t tt + ^ T yj£ o » s b © « , i: 0 * fc" iff •ft; $ n T 
t,^ « ^ © , 7 I u S fc §t IS 1± # #4 T- * * . ^: © ^ ffi T , W ^ « . ?i a <^ ^ s « 

m-fb^, (Fe, 0, ) * fc « > Fe, 0, » S L < r -Fe, 0, T S S „ ® MU « C . 

A U A ■ 7 X ^ -I* h < - y ;]/ , -3 J\)VV . Al-Ni-Fe-Co-g- #^fctt^©ftll©7x>J 
L < tt ^ M # « * ^ ^ :i i; /i^ T- # ^ „ * ^ 0J 0 t D t) » S b © « , W096/4 1 8 
11, WO00/32762*3 J; CKW001/37291 tC IB« $ tlT S :;tf 7 X T? * -5 o 
[ 0 0 2 5 ] 30 
2^^BJ©#^'^C»SbViffi»Ttt, ««l»<iiil'iRlS©'l'>tt'5'-Tfe^, -Tfefc-S 

, ^\%. nm^ y^M^ --x%^(Dx. M'i4;y7x«i^tt, {gi/^^i^A^^-rso t^e^x 
, z.^\%. m'&.-n =y 7m.=?-<Dm.^umm.xtib^ , »sb<tt, 7K*fettiM Hcitf©^^^* 

(20^3-W) «40ppm^TiaD, J; D * b < tt 20ppn* T HI 0 , « » * b < « 1 Oppm^ T 

IhI -5 „ Jjs: ^ © * t) » S b ^, # T , il'tt ;y 7 X . B 1^ » W W SWOO 1 /3 7 2 9 ItC IB 

ic^tlTV^SfeOT'SD, Cltltt, MagNA Pure LC DNA^ v hi (Roche. Mannheim, G 
ermany) X W.^ t\.X ^ . ::tie©S[^tt, f0-s.<Oa^b> ^^eoT*^BjtcJ:Sg» 

[ 0 0 2 6 ] 

]^tt:^f5xm^tt, ^IS W ttlSff^T D , ^ b T it g t4 /JN $ < , ^ b T itt S5;5^ e, 500 40 
nm©i!>?^i:<<i:fel-3©atttl#:S:-&#-r^o itK»ffit*3V^T»<-<-^M^^* 
b. ^^©50%*t!|f^©^«©Xl/;>C> h*^e.ttlS-rSST©^'-fAX/"?>T&Sii£M^ 
PhT©M. t,/,, (ciDSSib^ti-So 'rV7'P/W-;pfT©*^HJ!©#<itf|i:tf5X«M 
S # f S MGP© 3ing/ml« »/ ^ an-® ?S © aiS H f S * MM a > 3^3", »Sb<e4^i-, 
±Di(fSb<tt6^J-*±|lISo b*^b&:^>'?., ¥iI^MfcK-r-5»fei!fSbVi«tt, 10^>, 
SfcttS e. fCtt204)-^±|lJS. b ViMGP©ffl3Ett'^#:«, ■gaj ^ « 14 fi ^ T 0: . 

?t tt 'tl #: © :^ # S , -^-yX-Jr — Jl/©^H, -r 5yi^ e, 500nm, iff ^ b < 1 O*^ 6 200n 

m, S » ^ b < K 15;^)^ S SOnmT 35 -5 o j8 « i^cC M 14 -fe * « , CERACtt (r J; D M jt S tl T *5 D 
, ii:S2 3nm-e * D , ^ b T r -Fez 0, e> 2> (BET«®50mVg, CERACrP.O. Box 117 

8, Milwaukee, Wisconsin 53201-1 1 78, USA; «ffi»#I-2012) , * ^ 53 J; S « » ft 50 
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J; 5 5/6^ e. SOOnm, » S L < 1 0*^ e. 200iiin, * fe » S b < « 1 5 6. 5 Onmro $E H © B: g S 

^ i t J; D MGP « $ e. t # ft e. n -5 o « t) iff * b MGP . ® ?L 14 T S 5 > « C 

5*^ e. 100inVg> iff * b < tt5*^ 6 QOm' /g, 0 <ff * b < « 1 0*^ ^ 50m' /g 
, :S t) iff S b < « 15*^ e. 30m' /gW H ® «ffi« * ^Sr b T V» S . Cin « , S » -fb ^ n fc ifr IS 

® ^ B ffl ^ Braunauer-Eme t t-Te 1 1 erS t J; D ft ^ -r S C t T- # ^ o :i (D ^ . 10 
i$i -g) BET?S © lii ii t/^ T , Braunauer, TThe Absorption of Gases and Vaporsj (19 
43) , Princeton University Press 
[ 0 0 2 7 ] 

* % 0)1 T ffl 5 Sltt ^ X « . * K « «W0 0 1 /3 7 2 9 1 fc ?B «fe $ n T S S /j; o ffl 

:^ -(: mm ^ . ^ m^m (d mm-c . a*ibT. sfctt$f*b<«!i-®?KtbTji 
-r ^ ^1 ^1 55^' T? # •s . * s§ 0J ® iff s b ffi m tr a > n c ® SI s ?K , s e. e omg/m i © m 
i4;<?7xi[^^ (MGP) ?£-^#-r^. i^^m<Dm<Dmm-v\t. m-^iz^^xit. *:thDif 

>y i7^JS2*^e8^:;P/K iff^ b < tt4;^)^ 5.6*;!/ / ]©)»« -e^*bTt)J;l/i^«7K^«t, 

~> V ti ^ m u n ^ mm -r ^ o ti:tha\d:y^m.\-i. 3 o ^t-r h v <y a . mmm^-r h v ^ 

A. '3^:t>'T>mif7-i^=-'yA, ^ V "f- =y 7 > if T ~ =J ~ 'O h. . *fctt4feMi^7- 20 
i7->j7A7?afeS. i^%m\z ^ fi ^ V u v. V i> n\-i. . ?g#:©*®^MiJiEbti«jt©iHB* 
b T ^1 CO SiJ ;i)^'DNAS ftRNAS; ■g-'fr-r S J§« tC #ffi-r S « ^ , DNA S fc RNA/0^' * ^ 

B|<DMGPlcitt-&Tsai)mSr*-rseS©'ft;^i^K-efeS. SII«fci5r»®SiJ®<t; 
fc Bl T- afe -5 . 
[ 0 0 2 8 ] 

*5I ® iff * b . att 7 X l£ ^ , WOOl/3729 1, WOOO/3729 1 , *5 J; t;?W09 6 

/4 1 8 1 1 c 13 «g ^ n s '7 ji- • y ;i/ t' J; D is jg s n , i 0 ;p • y « : 
-'/;i/i&»7K^j-fPbT«ttij#*y;i/-eifeffi-r^xe : 

-y;i^-ei«aisnfcfiSttij#:*2yx;n«^K7'f-v-Ti«i^$^«iit-si@ ; ^ 30 
-i!»«tej»bfei»**j^^bTatt*#:^«i®-r5yji/56>e.:«f7;^*}gfiK-rsxa; 

^ ^ tJ' o 

[ 0 0 2 9 ] 

*^0J©iff S b ViMGP«, BSttfeP^tbTSi'P:}- • h • f =7 V i> ^ f SWOOO/ 

32762®*)5E0iJ8^C^^e•:^Tffl^t^nfc^^tt;^/^XiE^T■abSo *^0^CD»feiff*bV^MGPtt 
, H ^ # fi^ tB SWOOl/372 9 1 1 o T ffl $ n , c: n « > MagNA Pure LC DNA* » ^ -y hi 

(Roclie, Mannheim, Germany) T Ji #t ^ tl S . d tl S fc , B ^ If If ffl KWOO 1 /3 7 2 9 1 1 
IB ife ^ n 5 ;i/ • y ;i/ J; O it S «9 2 3nmoaS14!^#: S fc»fi**ffltiT:*fife:Sns (r 
-Fe, 0, *^ e> ^ D , CERACS, CERAC : P.O. Box 1178« Milwaulcee, Wisconsin 5 3 20 1 - 1 1 7 8. 
USA : K fi> # ^ 1-2012) , r^tt #) #: * ^r*;u K *S a b , 2 ^ #: 7 X ;P ^ ® b T X ^ U - <& 40 

b T*^^* S {t -5 o )i ^ J'J: * i' X 5" A « , Nubilosa Mo 1 eku 1 ar z e r s t oubung 

. Ladish GmbH & Co. KG, Konstanz, Ge rmany J; D iK $ tl ^ , ;1 TLabor-Zers to 
ubungslrockner (LTKS) J SfcttBuchi AG, Uster, Sw i t z e r 1 and i 0 81 $ tl § , 00 
X-f^Mini Spray Dryer (B-lQlM) J: D S ^ tl ^ o tt ;R 05 :*f 7 X -> x ;P M "T S It 
@lt^;0M:l01J^T, iffSb<ttl:10d>e.l: 1000-eS-5©T, ffii^^-jZ^atlifcl^tt^^fc 
tt-eo^ffittffl^*©-:;^^ hiJ-:feckO:^tt, «i^©J^!K:feJ:r^±^$S^;£b?5:ti!0^, 
jSjg^fr, i:t)totti«ill£«lfo*frS^ffiTS. il«-rn«, i«^«:j|S6^)il©FflojE:*3 

^VT'ttuz^'ouG^^mmt^, fiet5T««ife^>'XT-ACDyx;i'ttap^s 

tlT^iS, APSffitt, 120"C *i 6 soot; © M , iff * b < not: 56^ 6) 230'C , *;/5:ttl50'C 50 
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36> e, Esot: o Pb^ , g t) iff s L < « isor; 6 200'C , * a igcc :^)^ s 2io'c cd w *^ * fc tt2oo 
■c T- , b < n J; 0 -r „ m □ s « . y ;u © sis .-s , ^ b x n t j: o ^ 

m\zik^v, mm<D^ju.^m^x%. ^titmm-x%. ^ tc \t t> -r -^-^ \z . ■r^t>t>iox:^ 
«^<Tfej:v:>. x.^y-)u^mmtvxm^^?>m-^, 50*0 *^ s soo-c , B^v<itiQV. 
^^e-isot:, * iff ^ b < ttscc *^ e iio*c 1? & s . mmf3im.m\t. go-c *^ e, loot: t i& 5 

. y X* JE , 3/N' - ;i/ ± HI D , iff S b < 5 6 A' - ;i/ t $ij » ;^ tl T t,^ 1. o IE /'^ 

#,-?-bT*^BjeD|ISRS#ifttAtlSe:i:fcJ;0/N'7;<-:5'-S;MtH-rc:t*«-tr#S. 
Masters : rspray Drying Handbookj (1991) > John Wiley & Sons, New YorktclHtU^ 10 

n^m:&iz ^ <o , w\ <D m ^ (D felt) \z \t ^ CD /-^ ^ - - m isit ^ ^ -fj^ ^ M. m T ^3 m ^ m 

< ^ tt^x^ ^ o » s b < , « » It; ^ X ^ A © V n 3. T set? T PpT -It ^ , 

s6 t , # b s D * 7t « iis M ft K , -e ^ ^ fc i« < , t ti. t3 mm m m .i^ <o % -f ■^■^ iz 

fS < T ^ * T- & ■£> , IE ?t S > 7 X ffl fig t -fe # "T 4 0 0 yO^ e. 1 2 0 Ot: © PbI T * 

So WO0 1/3 7 29 1fc te « $ n -5 EJ:if 5 X fflfiK CD « -a- , ^ M « . 7 20'C 6 770t: , iff S b 

Mjs*mtB-r®ttft«#ws«^H-t?$.s„ m ^ ^zoov^^x mm mm h , m-^iz 
^■oT\t. ^® s T- b T J; < , ^bT^*s%T. mmmmiK/^j-Tisox: (m^u 
^ 10 ^fcitmm&m) STSni^b, ^bT^©ii.ft*ifitfpiiiJtT5„ :^v^T'*p*i5ot:a 20 

T?}^^b, b T ^« «f If * 200*C S T iKf M ilD ^-r S , ^il*t??&5N]bfe^, 

l/i ( 50 M m) fc # b , ■€• b T 30^}- PbI S t S » S t^WC -y- > 7" S )fIlS i* b 

, 200t: T 4R# PpT M W b , T sot; S Ti^ifl f -s o ;^cu-e:^?9X}§^<&:t--:^>>6^e)?xO 

[ 0 0 3 0 ] 

(iff*b<«lS[tt;«f7XiiS^ro),#^l(|i;tf^X*fc«->>J*affi'v©^®S©M^ofcae) 

© 111^ ¥ )« , T C » W t IB «c T- # 5 „ © ^ )IB , 1 S 8 ^& ;U / I , * j; tJ^ iff * b < » 
2;*^ e 6t J® * © * :^ h o tf y :^ ® #ft-F T , iff ^ b < * M ^ n » * :t h n tf >y 

y Mit. ?S CD 7X ® S IiJ IE b l/i #1 © IE B ^ X. , ^ b T © SiJ ;0^'DNA ( S fc « RNA) # 
* ?K # ft -r S « -a- , DNA ( S tt RNA) ;0n^tt;i/^xm?^tCi|§^-rsS!l«**T-5ttM 





^mmx& 


■5 


o 






m 


(c ^ »I © gij © ^ * ^ 






6 gij 


© 




^ fc 




Q 








J: 


» ^ J: ^ T « SU 


© * 


^W^b -&*©»•&#» 








tb \z 


















ti (c io ^ , ^ b T ilS 


-a /O^' ^ 


b 


S © 
















r s o * ^ « , a 






© P# PbT 




b 


T 1/^ 




m 








B 




K © a 




0 . CI 


© 


xs s 




it-r ^ r. t 








■5 


o 


10# 6. 30» (D-i y 


3. 




{'MS 


t? 






-C M i?t ^ 7K 








/S 


© 




^ fcib 




tfr 


6 # 


ffi b 


T t/^ T =fc 




) 




-i 


> 






© , mm^mi^f}^ 




■r 


■So t!l 


n 


. - » ic a 






J: 


Xs 




s tt ;y 7 X e 




•abTi/is^^^icas 


-a © d; 






. m 


m^mmr 




1— 




\z 


J; 




i^-a- b 




S H i 







» fig T S -5 o 0ij ;^ rcS ^1 ^ , -f > 4^ 3. ^ - -> a > ff o $ © M M §1 # # S 

T ^ S „ X ri( ^ K » a- b Tic o fc :^ ^ W ft a- 'tl S S iS fiK 5^ ^ * 

^#:^^*-rsCli:/4^"T^So «l/:>S|^5fe^Jlitt, -i > ^ :x ^ - 3 > ^ n r:> Tc m m <D M 
fCfe^fS, jg«J^CXatbT, tf'^y5^'f>i^*fc«®5lfcj;-5^#:©^5fe!ii«^{f6>n 
S, 5>:ViT, W099/40098tC gBtt S n 5 J: 5 tw , i|g'&bTViS^^*^t?W^*/>>^<t'b 

iff s b < X 5^ / - ;i/70§ a SI5 1 7K 30^ S © -a '#j ( r70% x^^y-ji/j ) ^ 
t£\,^^fi. T^sfeMt^^fc, a^b<;^ti3»i5^«^*ifei,iiS-rjfc?^»j^S^Sffl-rs. iffSb 50 
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[ 0 0 3 1 ] 

iSLWL. JfilSft> Jfilt»*fc««T2fe-5o Jfa«tt, »SL<tt, EDTA® '\/1U>Mll, Sfc 

S«#(c^^T*D. ^bT^KWtc-fb^W, »*«)Sfcttt;a^6<3T-a5D»^. cine. 

mx^t. mmu^ m=^m. i^ee. mmij . t 

u /N° - if * ^ T * ffi s n # ^ o mm ^ % ^ fc ib (D mm^ m\zm \^ -x: \% . mmumm^t 

, Sambrook^i ; Molecular Clonig, A Laboratory Manual, H 2M , Cold Spring Harbor L 20 
aboratory Press> Cold Spring Harbor, NY^ J; 0^ Aus ube 1 B ; Current Protocols in Mol 

ecular Biology 1 987, J. Wiley and Sons. NYtC/^Sns„ i^C T . * ^ ® 

t <f&©*'-il^«ltlKPBlT?g-&-i^ ^iUffi-r S ( taj , Sambrook^ ( 1 989) *fcfaEP038906 

3#BS) o -t©^, ^ X S 7t V- U ^ ^ tr i|sf ;0^~^JiP ^ ti , cine.®* 

tt^frT-C, DNASfcttRNA;^)^';tf5X^®S*T^*^»fc«S-&t-'S.#»;6^e.#e.n-g.. S^t) 

mm.iim(r> ^i^^^mm iKDW^mti^ ib^.m-^nftmm\t. m.mmmmiif^mMmm\z^^ 30 

n, -€-ntj:D, JiJiT5/XS*3j;a^/SfcHl!Ji7.;i/7i^>-fl2X@4'tC@ffiC^-a- 

JWita, »*b<«mg:0":;7>';HI»fc^Jfe. ^nfcJ;D»*b< «5-^ 5^ Jl' -> h > 
m»;^«*-«C«^Jfe$n^d:Vi;&S ( rMMSS^Hl^K^Sj rigaK^KmffiMfflJ ) 

*i « s n , ^ n tr J: D , mmt^ . mm. ^e^ s l < « :^ 5 x s h -> u * * ^ *f 
^-r«.c:ttj;D, ^s?i^#;^w{t;^t)iS:^t5'ig-er#j;6^e,#a$n, mm.m-^mm.& 

^e,fcfe-^<»:f^iSBfc«, mmti^mm. tm<D±m it ii cornet ^oi)^ p>^m-^n. 
Tmmm7Kmm.KfiS'(Dm7 z y n m ^ .k u / ^ tc \t fsi :^ )i ^ > it jin <^ m . affltd^-^s 

a) mm m<D ^m^mit-^^ t (DM-B <\t ^ mmt ^ j:m ; 

msrifeif-f^xe : 

c) mmmyi^m ^ ^ xow&T . mmm-^mm'& -i > zt h vx . ^nizj^vmm-^^ 
Jiiysy^n-sxs: 

d) mmizmr 5. y nrcmm^^mm^m^-r ?>xm : 

e) 7;i/:^U*ftTTfl}iT5y$nfcHffl^-&:K®S*-1'>=*^a.'^-hLT, -^nCJctJlBi 

T 5 y $ n M JM X ;u * > -ft $ n 5 X s ; 

f) ^Mizsmy^y^n, ^vxu:^ji'-^-yit-^nrcmm^-^mm^m»-r^i:m;tj.B 

tJf 50 
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< « ^ © >:> ^ ;U :S » t ^ L . ^ n C J; lommV< ^ h v > S » * « 

o 

[ 0 0 3 2 ] 

mm m & K ^ <n K :^ )v > it urn 0^ m . Hffitc^-g-^tiTVi-sij&fei&^tsttsns, -t^ 

a) is^m tm(D ^^^mit-^m t (DM^m ^mm-r ^ nm ; 10 

c) Mffiitg?7jci^-i':t>®#ftT. mta-^ nitmm'Si-i Z2.^ - h . ^n\zj^K)i^m 

^^m.T s. y n's is ; 

d) z y nrcmm^m^izia-^t ^ urn : 

f) 7 )v ti V m w T T m. T s. y n Tc m m m mm ^ -i > ^ ::l ^ - h T , ^n\z^ v m. 

T s y $ n fc ^ JM 7, ;u 3}^ > $ n 5 I s ; 

20 

it m ti ts: :^ m ( rMiitm7X*ti;R^c;j sfctt rMiSt^TRSiftmaj ) *^mm-^ 

o 

[ 0 0 3 3 ] 

V X mmm 7K m m. K m <D m, T s. y urn (D r^^ . mm\z^&-^^nx\^^^■:^mtl^mm•sn^. -r 

ii)mmtm<D^m^mit-^!^t(DM'^m^mm'r^xn: 30 

b) Mm^HfficM^b, Q:Mizm(D^m^mit'^m^m^h. ^ vx iim\zmmm'^m. 

HJiTsy^n-sxe ; 

d) iiM\zmmm:^mm^m^-t ^nn ; 

e) iMTS/^nfcfeMSHffi^^e^tB-rsXS; 

nfc^®*tiiftx;i'7iN>'fb$n-5xs ; 

^^4'co->h>'>it«. < \tm^o:> iy h iy ym.^^'y iy )vm.m. 

< K « » W -:7 5 ig S t ^ ife b , ^ n J; D » S b < tt , 5-y 9^ ;i/ v h > 4£ « * 40 
[ 0 0 3 4 ] 

mm it. X. « , jf « ^ n # s „ ^ w ff 3 t , ( # f!^ >- u * « B * * -r s ) 

* it {6 « b ^ s j§ ffi B SI 5® ^ n s o § tt , mmmit. ti :t h n }d -y ^ m 
^ jiizs y ^ tcitm mmrn'^ ^ < ^ ^tii^^-^^ ^ fciti&m I' -A^^ ^fjii'^mmx^m-^ ^ . 

C (D^ii(Dmmmit. DE3724442*3 J; Jakobi 6 ( M tU ) 6 ^ « T' ^ ^ = ^"^ScDiSVi 

}^tBM«^«, t 0 t)ito.2^;u/i*«©-^«<&*-rsi^ffi?ET?&§. t 0 t) * b t/i 50 
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o tigoT. mm\t. m m \z ii^^ w tj: ^ X (D urn ^ ^ m tc ts: K m ^ ^ - y ti ^ o am 

^ o m(Dmmx\t. mm\Zii^^mr^±x (oum^^m^ ^mm\t.. mm ^ ^kzsm^i^mom 
mm^zmmiimtsivxmmv. tti\zj;zDmm±(Dmm<Dmm^^mm^n^. 

[ 0 0 3 5 ] 

. <h D X :t 4^ U Tj^Mm (DNA) ^rc\tUt-mm (RNA) J6 L . ?S ^ ^ IQ 

ffl$n> citiecDirfett. w&<D^i^Tx z,n^(D*^ mom l o t) v ti ^rc\t:ff 
^x«H. '^&\zw\zm^:»'^xmf'^(Dm'^^mm't^o B^v\^^mi^\t. r ji^a- jv 

T;i/n-;|/i:LTa> ^ffSU<tt, — » ^R-OH ( Si * > Rtt — ^- ( -CHz ) „ ( n ^ 

0) ^aft-r^) cD^iM> ^ 2a ^ fc ^ T ;i/ n - ;i/ # e> n ^ o V^^hf^-^i^. 

^^^m^msmizmvxi^^^m^. mor - )u . ^Uif v ±u-ji^h^rcmm 

ntt^o ^ \zmV X ^ % <D \t . T - )]^m> ^ V it n n J — )]/ ^ Xi$7y~-;U^;fc«-?- 

nci:7Xi:CD?l'&tJT^D> n \^ < \^ ^ V ^ u n J - ;U80# « g|5 ^ 7K 20# ■: gI5 t O ii 

. * OD Sy CD T . #: > h > . i^J X. T -fe h > * ^ tJ' o ^ h \Z . ® ^ 

;ti:^«?g7Kjt ISJ^^^ffiffl $ n ^ p B W jg L T i/^ ^ Sambrook, J. 20 

?) TMolecuIar Clonig, A Laboratory Manual ( 1 989) j , J. Sambrook. E.F. FritschiS 
^XSl, Maniatisffi^ Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 
-^Xi^X Z, h.ifiX ^ o lff*bV^S«M%Rtt.TriS"t:Kni^>';<5";i/T^> (TRI 

S) . U>Ktt.N-(2-t:Ha4^->-X5^;i/) e^^v>-N'~(2"X:$^>X;i/d^>m) (HE 

PES) , "^-i^iftsfc^ftiKDig^jy^ctiMTS^^o ^ \z ^ mwio^-ty^u^^i^^^^m 
mmm (EDTA) h < i-i^ (Dm.'A^w&h % ^ . 

[ 0 0 3 6 ] 

:$^mm(Dpf^vi^^mmx\t. mm\t. v -^mmRm (pgr ; epo2oii84. ep-a-o 

2 00 3 6 2 . *S#fF^ 4683202-^) T « ffi S n ^ » if i|i « S . V - i£mmKm (LC 30 
R> Wu, D. y. ck r/Wal 1 ace, R.B., Genomics 4 : 5 60-5 69 ( 1 9 89) J: B a r any , P.. Pro 
c. Natl. Acad. Sci. USA 88: 189-193 (1991) ) ;5j^U;^^--ifU:tf---ifaiiSlS (Bar 
any, F. > PGR Methods Appl. 1 : 5-16 (1991) ) ; ^ ^ y ZflCR ( PGT# 41^ M » -^1090/01 
069) : ^m^mKJt^ (li^W4*W^M#-^EP4391 82A2) > 3SR(Kwoh, D.Y.e, Proc. Natl 
. Acad. Sci. USA 86: 1173-1177 (1989) ; Guatelli, J.C.e. Proc. Natl. Acad. Sci. 

USA 87: 187 4-1878 (1990) :PCT#W^M#-^ WO 92/0880 A) . tKNASBA ( ^ m W M 

5 1 30238^) Tfcctv^o -^^iz. mmmmm (sda) > mw^m^mm (tma) . ^jzzs^ie- 

mm iMmizm V X \t . -e^tj ;^ awhelen, A. C. i3 J: t^Pers ing, D.H., Anna. Rev. Microbiol . 

50 : 349-373 (1996) ;Abramson, R.D.*5j:D^^ Myers, T.W.. Curr.Opin.BiotechnoI.4:41 
-4 7 ( 1 9 9 3) #Hg) S> ^ o W \Z B ^ (D m ii^t . * H # W^5 78 6 1 4 6-^ W 40 

^^nXV^^. Mffi® 7K*aMa*5 j:: VLitt^g^ #S«PCR (#ij X. :NtH#Wm51378 

06-^. *H#rf M 5595890#. H 4* fP ^ 5 6 3 9 6 1 1 # flg ) ^ U ^ t) tc it ^ M Wi 

PCRS (MSP) X & ^ o 
[ 0 0 3 7 ] 

i^^mmxi^. \t ^ \z m m n Tc mm ^ m mir ^ X m ^ ^ Aj X tj: ^ z, L X 

^ § o S ll# i5^*0 T 0 . b T X. «Sambrooke> ; Molecular Clonig. Gold Spring 
Harbor University Press (1989) . Lottspeichi5cktXZorbas. TBloanalytikj L. a. Z 
orbasS. Spectrum Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin, Germany. ^fc^^Ausube 
1, F. 6. rcurrent Protocols in Molecular Biologyj (1994) J . F. Ausubel. 
R. Brent*3 ck D^K. R. E. ffl. Wiley & Sons Verlag, New Yo rk^d IB fg $ n T ^ 3^ 2p W J^J: 50 
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;^3^fctt:y5XS■&^T■fj;S#^«T■$.S„ j;D»*bli»«Ttt, Hffitt;if^X7U-X 
SfcB:^^x)lT-^^o gfei!f*bVi^#TB, @ffiB?H4;?f^X!Bi^TabSo ^^bjicd 

wiommx-it. ^mmizj^?>mm:^^7.mf-^fc\t^<Dmm'Mo^^ts»mm^&^^/vxtsi 

* 4g ^ Jll © PpT t ffi ffl $ tl # S :/ 5 X <y ffl D°p , X. «9 6 b < B 3 84 e7 X ;i/ fli S © T 
i7 D ^ -f — 7" k — h S fc B 0!l ;^ BEppendor f , Hamburg, Ge rmanyfc J: D ffi ifi S n R 
5"a.-:/S:^^-e^i;-5„ ^-yhBSCCHffl, tDfctt:^7X7U-Xfeb<B]KSfcB 

^^^tt^^^xiS[?^©^5fe#xsc)gbfc^Jfe#^?g*■^^•rfJ:oT'feJ;^i. ^wmm\t\^\-s.\^\t 
mmm\z^m.■^nu\1^n\■sits.^t^\<^^M.m•m^:ihxm^■^n^ . h\i.-^ ^\zmmm. 30 

■r t3 -fe H ffl M b T I/i S DNA S B RN A ^ ?g ai -r § * © )^ ?K S B /N' >;/ 7 T - ( 011 ^ 
BTE, lOmM Tris, ImM EDTA, pH8. 0) ^ Tc \±m.W ^ ^ hj X -d X % ^ , ^ 6 t , 
*^BJT©^fflfciibfc/\*>y7r-<£^tyBiJ©fti:«j&^l¥ffibT'fectti. »*b<B, *I8 

B ^ 1^ ^ n t/vx , M s © h > ^ * . » s b < B « ^ © -> h >- > » <j7 7 -> 
»*b< \t.m^(D^ ^ y )vmm\z^wi:-^n^Rm\zm^^iE>n^, 

[ 0 0 4 3 ] 

ommm . #Bg*3«i:tK®®B*^5B©^#©«*©t[HT^$n5*©teH©a^ 
-0^' 1? €• -5 t B S » S n -5 o 40 

[ « M ] 

[ 0 0 4 4 ] 

1.1 ^mm 

l.^mmi : Mteg!7K*:»M31DNAt»SMfj;LC-PCR©?ftit; 
1.1 ' jlS ira 

Mi5Km7K5^:tes;«;;?i«#fflb. ■?-bT*>cg^;Ki2v' h > ^ 'y ^ a \z mmt ^ t v m 

* B . 7}« U 5 - if ;S S J: D * IE $ tl . ^1 ^1 T # ^ 5^ ;U -ft; h > 5 >- Jl^ ^ 
^$nTl'i-5iKmiS^J©ffiJ^t#SWT-$.S7'5-1'-^-S;ftffl-r^, TJ^Cfc-ST'^-l'V- 

7 - > ift « B # ^ 5^ ;i/ -> h j> > S © M i6 M 7K ^ 4i H :^ fife T- ab ^ 7 t [fi] 
^i^i-^tpTViS. ^^^/^japife©«-&, y5'fv-©T7^n>:i:»(cM-&b^cv>>'h->> 50 
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^ (D-xi- . 7° ^ -f - tt o « A 'f :/ ij 5^ 'f X* T # i/i , z.n mcR^ ^ # 6 
n s ii 3 mM^mt ^ o 

[ 0 0 4 5 ] 

4, 670-^ P ^ $ n T 0 , LightCycler ( S ® ffi H ) SB (Roche, Mannheim. Germany) 

■trfflii^txTi^So c:c7):&feTtt, 2-D (D m ^ -f o - \i m m ^ w m u m ^ -n- m < ^ X' m 

jfib, Z-p©®^>0^~ffi^X^^;i/^-te^ (FRET) * ff5 d i T § ^ j; 3 IC }fe -5 o tliZ 

ttiB^J#^:l> jjt ffl #fF^ 5 5 5 2 2 7 7-^ , GenbankS K # ^ M2 448 5 43 J: O^' Mo r r ow , Gene75 
: 3 - 1 1 ( 1 989) &#fl8) CD #S »PCR» ^ ffl T 1^ / 5^ ;i'ifc 5^ h v' > CD J5:^«I*M# 

|WI^tCfl!t,i5J:i:*^'T-^«iC:i:$tt-DTliS„ S3t«^«SJi6:cDSJWcD-y--fi';i'T#6n 

-1* i' jvm (D m^m^\tmM m \z-&x & ^ ^ 3 fc . mw<Dm^m&\zmu-^ri^-yr'i ^ )i 
m:\titm-^n^±x(DKmizmvxm-'-^s><o. ±x(Dm&um-(DKmD--({7)i'i:mm 

Ni=i#g®-y--1-^;U«^T8t®«W^i-^^> E=iii|>18))* (0=<E=<1) lCJ:DIBSc-r 20 

(CtM * a (i + E) ©M^tHtb^-rSo set^T, Cx ft a s is PpI ® tb ^ 

S rT t -r S K IS ^ ® R ^ ^ -r o ;R IS D -y- -T ^ ;P T SI fit » -r S d t 

1^ ^ j!^ (AFL) sMx.s*T-tr^ji$tifciii|i-y--f if )vm.t. ur^tt^tis. aflss le^t s 

^VXmn\ZW.J^^^^ h-\zm< . ^KJsSWfcJ&fcAFLl.SSSJ^ L^. PCRiiilB 
(±SiJfflCD1i--1'^;i'*ie.J?cO, ^bTl&5tS!lS*-!J-'fi7JUfefcDfclia^iSL, Slfe^tlfc 30 

S3tettAiaS5t-«l-9--r i^JPTAFL^Ji^^&AFLJ: 0 \zm±t ^ . »S<D|»«S35:»-r 

^ tc . 2^ «Bi « T- « c, fi * fc 3c « t # s ti ^ AFLM m.\zmmt ^ ^lEmui -y- ■< 

[ 0 0 4 6 ] 

1.2 -Wtmt^:^^ 

EAT©*^ 13 fltbfe Light Cycler (S^iSS) SgTCDtB®$nfcPCR^M!^®7K*tt[ 

P-:/M*-^t)-&{'J:0> M?t@f*^mMBcO^ODNAcDi5».T»14(DSS**«» e. n-g). ffi 

ife^ 7K *a: SaSDNA ( © « -ar , M ?Kt 7K » ^dnaS 2 tB«!c-r§:/n hn;n-«e-:3 

Tffiabfc) *5 J; a^*MllDNA* - CD^ffljSJS (PCRcfe fc 0 20ng:fe J: Of Ing) * fli t/i T ¥ 40 
f-T b T If i|i L o 
[ 0 0 4 7 ] 

1.3 LightCycler (S^iSS) S S *3 It -5 PCR^J- W 

1.3.1 VTv^'-Syi'XWfflfiK 

LS FastStart DNA Master Hy b r i d i z a t i onP r o b e Ix, 2mM MgCl,, 0.5/zM 7 3|- "7 — F 
^p^^V-. O.SmM UA*-X:/7-1'V-, 250nM H :^ - 7" D - >^ , 250nM 7 i/ -tf 

— T^a — ^SiO/tiK ^pcr#S20m1. 

[ 0 0 4 8 ] 

1.3.2 PCR^^I^ 

^14 10^)-/95'C 50 
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55-it-f if Qst: /io# 

6 5 -c / 1 of> -i^ifi-jvmn 

72'C/10# ^y-fmfH 20'C/# 

[ 0 0 4 9 ] 

1.4 ISH 
[« 1 ] 



MDNA / PGR 












20 ng 


fey 


30.55 







29.72 






29.95 






30.06 


1 ng 


fey 


34.7 







35.8 


, 




34.07 






33.86 


20 ng 
























1 ng 

























10 



20 



30 

[ 0 0 5 0 ] 

ffl ^ 93 e T s ^ o 

[ 0 0 5 1 ] 

2. mffifi?ij2:mtt:;^f^xii^ (MGP) ^ffli/^^ffiiKm7K^:fiSi£: 

2.1.1 DNA<D^14 

5^ ;i/'ft: ^ n fcDNA ( Intergen. Serologicals Corporation, Norcross, GA, USAcfc 0 jS 
#t ; Cat S 7 8 2 1 ) ffi-f?i^ ( 3 0ng43 i; r/6ng/hDNA 1 0 00ng/\^ y ^ if ^ > \^ X 7. ^ ^ 40 

T ^> -te < . Roche^f ^ a 1691112 ; SiS a& fc D lO^IM) 1 00 m 1 43 J: 2M NaOH 12 

Atl^JM-a-b, -e b T 37t: T ISiJ^ ^ > 4^ a. - h f ^ o 
[ 0 0 5 2 ] 

2.1.2 DNACD ^ y 

^ttDNA ll2/xl^Mi?t^7K*:eS:K* (2.5M Mte^7Jc*:^^U^7A> 12 5niM hHD4^ 
pHS.O) 200 At 1 i: Ji L . 5 Ot: T 1 6^ > ^ ^ ^ - b ^ ^ » 
[ 0 0 5 3 ] 
2.2 MGPSr ffl ^ ftp X 

IIJiT ^ y DNA 312m 1§ ^> :7 r (MagNaPure DNA*«i^ y VI. RocheA^n^/* 

■^3 00 3990) 600AtI*5c};r>'^tt:^^XS[^S?g (MagNaPure DNA^ «l 4^ h I) 75 m I «t JB ^ 50 
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?*70% X ^ y ;i/ ImlT sin «fe# ^ o mm.mmm (Roche;^/ a I641794) T'lg 

^ V X ly^ tSi h (D ^ ^ o t <D Wi . 90% EtOH/20mM NaOH 2 5 0 M 1 & MGP *S b T 

(.^ § DNAtc^in "T ^ *h J: D IKX ;i/ 7j> >>ft: fr ; ffi ^ tl * ?i b S ^ M Tl 0^5^ PpI 
^>^zj.^-hf^o ^(Z)tgMGP^90% X:$^/-;i/-e2lHj^fe5#-t-^o x5^y-jl/<Z)?SD* 

1^ * f ^ 56 . z-sfc ^ m n Tz-^ - ^ ^ - ^ x\^» xuG?^ mm V Tz . ^ co^i^. 

lOmM Tris/O.lmM EDTA pH7.5 (Ib^/QOX:) 5 0 m 1 T DNA ^ ^ i±S T ^ » ^tUbfeDNA 10 
U \ ^'^(D PCR53^ 4ff T ffl o 
[ 0 0 5 4 ] 

2.3 Int ergen^ h ^ ffl ^ M iSK 7j< S 10 
;< ^ ;i/ 'fb b fc DNA (Intergen> Se r o 1 og i c a 1 s . Co rpo r a t i on, Norcross, GA, USAckDiSft 

; ^7 D i?'»"^S782 1 ) 30ng*5 cfc 6ng* I n t e rgen CpGenoine Dliki^m^y h (Intergen, S 
erologicals Corporation, Norcross. GA, US Act D ti #fe ; * 3^ P # S 7 8 2 0) O -S. ^ iff 

D ii ^ IB «c $ nr ^ fcfie T^aa b * o loitsi) o sttisnfcDNA i 

[ 0 0 5 5 ] 

2.4 LightCycler ( S » ffi ^ ) SB ( A < y D - ^ « 5; ) *3 ^ # S WPCR* ffi T 

Mi5tm7K**ftMa bfcDNA(D;^tB 

2.4.1 vX:^^-^^:/i7X0Dffl^ 

LightCycler ( ^ ^ jS H ) FastStart DNA Master Hyb r i di z a t i onP r obe I x ( Rocii e 2 2 3 9 2 20 
72) . 2mM MgCh. 0.5mM y ^ U - ]^ ^ ^ ^ — . O.B^M U /t - X 7" ^ < V - , 250n 
M H-^-^-ya — 2 5 0nM T ^7 -fe :/ — 7" n - ^ . ^MIOm 1> ^PCR^S20m1o 
[ 0 0 5 6 ] 

2.4.2 PCR^^fr 
^14 10^3^/95t: 

55it-f d7 ;i/ 95t: /io# 

65t:/io©> - 

72t:/iog> ^>y0#p«i 20t:/# 

MGPffiig@^7K^*fi:«!lffi 43 cJ: D^MntergenM«ffi7Km4Sma*^ 6 CD -y- > ^ ;i/ * L i gh t Cy c 1 e r ( 
S^ffi®)SB<0|W|-(D{^fflT¥fTbTfPffl^itfco 30 
[ 0 0 5 7 ] 
2.4.3 
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C« 2 ] 













PGR 


Intergen 


MGP5£ 










1 


30 ng 


6ng 


29.90 


30.46 


2 






30.07 


29.86 


3 




. _ 




30.44 


4 






30,14 


30.35 


5 






30.22 


30,24 


6 






30,26 


30.46 


—» 
/ 






30.31 


30.50 


8 






30.19 


30.54 


9 






30,03 


30.17 


10 






29.85 


30,69 


1 




1.2 ng 


32.49 


32.14 


2 






32.67 


32.60 


3 










4 






32.87 


32.53 


5 






32.15 


32.90 


5 






32.23 


32.77 


7 






32.59 


32.73 


8 






32.91 


33.09 


9 






32.46 


32.88 


10 






33.17 


32.83 



[ 0 0 5 8 ] 
[ 0 0 5 9 ] 

3.1 mm.m7Kmm.Km(Dmm 

3.1.1 DNA(7D^tt 

5^;l"fb $ tlfcDNA ( Intergen. Serologicals Corporation, Norcross, GA, USAJ: D M 40 
m : ^ a ^ mnslB2l) (SOng/T y -tr ) 20 m 1. U (dA) ^« («iS 2 5 0ng/ 

Ml) 4Ml*3<fcrXZM NaOH 2.6Ml*ffi-&b, U T 37'C TI O^i" M f > 4^ 3. - h "T § . 
[ 0 0 6 0 ] 

3.1.2 DNAO JM 7 5 y 

^ ttDNA 2QiM l^mmmyKm^Um (2. SM Miitm?^ * :^ h U a , 12 5inM A F D 

^y>, PH5. 0) 220 MitJi^b, so-c -e4^ w -f > 3. h r -5 . 

[ 0 0 6 1 ] 

3.1.3 MagNaPure LCg B S ffl -5 S » -ft M S 

llJi T 5 y DNA 250 m 1 ^ *S -B- A' y 7 T - ( MagN aP u r e DNA^ Bi ^ >y h I , Roche, Mannheim 
. Germany) 6Q0 u m y X^^mW. (MagNaPure DNA* H =^ y h I , Roche, Mann 50 
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heim, Germany) IhultM^V. ^ b T Ife ^ "T Jt # L S ^ M T 1 5 P^T -f > zl ^ - h 

t"^o ^ (Dm. ffitt:^^x|i^^70% x^^y-;nmiT3ii^#t^^o ^ com. 90% Et 

OH/ZOmM NaOH 2 5 0 m 1 ^ MGP^C b T ^ DNA^C JP f ^ ck 0 lift X ;i/ *; > S: tf 

; Jg^i|^^ffi^bfj:dte,^MTMO^J^W-<>:^^:x^ - hT^o -e<D^MGPS:90% X^^y 
-;i/T2|IISfe?t b , lOmM Tris/O.lmM EDTA pH7 . 5 ( 7^^ /8 Ot: ) 5 0 m 1 *Tr ^ tti t" ^ o 
[ 0 0 6 2 ] 

3.1.4 LightCycler immmm) mW ( /N < ^ P - :/ ^ ) ^ ^ # S MP CR * ffl 
^;i^{Cci:§ffiSg«!7Km««iab fcDNA<;)^ to 
3.1.4.1 

LightCycler ( ^ ^ ffi 1^ ) FastStart DNA Master Hy b r i d i z a t i o nP r ob e 1 x. 2mM MgCh lo 
, 0.5/zM y ^ U — ]^ :/ ^ — . 0.5mM U /^^ — X y < — > 2 5 0nM H :^ - 7" D - 
250iiM T i7 -fe 7" — >^ D — >^ . ^aS/zU il: PCR# S 20 m U 
[ 0 0 6 3 ] 

3.1.4.2 PCR^ 
^tt 10^3^/951: 

55it i7 ;i/ 95t: /io# 

6 5t:/io# - 

7 2r:/ios? ^ > yB#ra2ot:/# 

[ 0 0 6 4 ] 

3.1.4.3 20 
[« 3 ] 





ng DNA 


ngDNA 














100 


10 


33.97 








36.66 


y-^M ^;HkONA 


50 


5 


35.66 








35.82 








37.67 








38.37 




10 


1 


37.82 








39.89 








38.76 








39.85 



30 



[ 0 0 6 5 ] 

[ 0 0 6 6 ] 

4. 1 DNACD a 

^ ^ n fcDNA ( Intergen> Serologicals Corporation, Norcross, GA, USAJ; D ffi 
m ; :^i$7Dif#-^S7 82i) #f?#| (3 0ng*5 ^ZS^ng/T y ± . # M it S D 1 0« « ) 100 m 
lSr2M NaOH 1 2 m 1 ^ S b , -e b T 37 1: TM 5^)- W -f > a. - h ^ » 
[ 0 0 6 7 ] 
4. 2 DNACD JUi T ^ y 

^ttDNA ll2fi\^mmm7i^mmtAm (2.5M h U a , 125inM A H P 50 
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^jy. PH5.0) 200 m i ^ ^ ;^ Tffi ^ b ^j: d^* e> 16^ ra/SOt: T-f > 4^ ^ - h T § o 

[ 0 0 6 8 ] 

4.3 A< tf TPCR^SH® ^ ^> h (Roche* ^ D if 1 7 9 6 82 8) T <D H T ^ 7 $ n 

• JM T ^ / DNA31 2 M 1 4^ h 75^ S A y T 2 0 0 m 1 *5 J: V 7" P A 7 - ;P 1 00 

X ^ > H ;i/ :7 • - y ;i/ h ^> y it T a -r ^ (1^3^ /SOOOrpm) o 

•-ecD^, *^A*80% x5^y";i/ 500MlT#>J?3|iI«te»--r^ (S't 53^911 0S^/12000r 
pm) o 

' )V a^O (D tc^ (38% X y — ;i//100niM NaCl/2 00inM NaOH) 250 m1<& 10 

^7 ^ A Jo ^ ^ o 553^/^ M <^ ■< > + a. ^ - a > CD . a'il^^i^B8lia^/800rpino 

'^CDt*. *^A*80% X y - ;i/ 500 M 1T# 2|ll«fe#'r -5 ( ^ i> 1 0# / 1 2 0 0 0 r 
pm) o 

-m^i^lz. ^fejfJDMbfc (70t:) mH^nyyy- (lOmM Tris/O.lmM EDTA pH7.5) 5 
0 M 1 § JP X. -5 ei i: ck 0 -a- b T ^DNAS it tB b . M 1 /80 0 rpnip 

[ 0 0 6 9 ] 

4.4 LightCycler (S^ffiS) ( A 7" D - y <i ) J;: 43 § 4# S »PCRS ffl § 

Cci:J-J;^Mifi®7K*:»Mab feDNA<D«l tB 

4.4.1 ^ :^ ^ — ^ y ^ 7. (D 

LightCycler ( ^ ^ ) FastStart DNA Master Hy b r i d i z a t i onP r obe Ix (Roche 2 2 3 9 20 
272) , 2mM MgCh, O.S^M 7 9 - H ^ < V - . O.S^M ^) n — 7. ^ ^ — . 250 
nM Yi--:/U — ^. 250nM T i7 ^ — :f U — :f . ^ISlO/z K ^PCR#S20m1o 
[ 0 0 7 0 ] 

4.4.2 PCR^fr 

^tt lo^/gst: 

551t i7 ;u 95t: /10g> 

7 2t: /io# ^ > T'Pt PpI 2ot: 

[ 0 0 7 1 ] 

4.4.3 «gm 30 
[« 4 ] 









Cr-W.-mtcit 




PGR 






PGR 




30 ng 


6ng 


32.27 


6ng 


1.2 ng 


34.28 






32,01 






35.70 






31.89 






35.52 






33.23 






36.23 






32,18 






35.05 






32.63 






35.60 






32.65 






34.75 






32.26 






34.86 






32.00 






34.80 






3L84 






34.93 



40 



[ 0 0 7 2 ] 



50 
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m m\t m Tc ^ ^ (D mm Jtzm-r ^ ^ ^ ^ o em a ^ x u - x * ^ ^ 

[ 0 0 7 3 ] 

5.1 DnkcD ^ X y V — 7. ^ (D 

DNA (hDNA (Roche) 1 m g43 J: ^ ;i/ ft DN A (Intergen^ Serologicals Corporation, N 
orcross, GA, USAci: D *1 « ; :^ ^7 p // # S782 1 ) 1 00ng(^ S tl ) IQQ n I ^ m ^ y y r 
- ( A< If :x TPCR^Sii«4^ h > Roche:^ ^ a ^'S-^ 1 796828) 2 0 0 m 1 43 cfc tJ^ < V ^ P 

T'* ^ A * X >y > H ;i/ >^ • :7*;i/ h 7'jai^1lTm>L^:^« t" ^ (l^/SOOOrpm) « :7 10 

U--X^4^^yh;6>&Oife#-A^^>>'r--T2llSfe#1-^ (gfe#XS$>fcD 500 Ml) . 
[ 0 0 7 4 ] 

5.2 ::^^7.:7U"-X{::«§'&b feDNAcD^tt 

38% EtOH/lOOmM NaOH/200niM NaCl 2 0 0 m 1 * ;^ X >^ U — X tf ^ >y > i?" b , 

^MTio^Pp1?;(;&*-r>4^a.^--ht-^e:a:fCcfc0^ttS:^it^. 

[ 0 0 7 5 ] 

'ecD^:7U— XS^^y h:^^e>CDgfe5f-A*>>>'T--500MlTl|Ii«fe#-r^o 
[ 0 0 7 6 ] 

5.3 :a "7 7. y u - 7s\z^$^ hrcMhcDWlT ^ y 

mr^/mm (6.25m m^/2M MKMtK*^ h U -i; A/pHS. O) 200^1^. DNAS:#5 20 
y U-Xt'tf^^y-T^^ >i?'L. ^ViT*?§*5 0'CT16B#FsW >=*^a.^ - hT^p 
[ 0 0 7 7 ] 

^(Z)f^JUiT^yK*SrP^*L. y^U-XSr^^;/ h;6^e,Ogfe#A^;/:7T--#'^500MlT2 
[ 0 0 7 8 ] 

'5.4 :^^x:7U-x(c,i:S'&bfcJK.T^y$n fcDNAo iUi X ;i/ > ft 

IlJi X ;P > ft (0 $6 K * (90% X ^ y - ;i//20mM NaOH) 2^0 u \^ tJ A \zm ^ ^ 
o l^^ /^Wl (D -i > ^ zL ^ — zy B > (D . :f3 5r A /^QQQvumXm'ij^^mT ^ o ^ (D m . 

*^A*#'^80% Xi$^ y -;1/ 500 m lT2|iIife?t'r ^ ( 10#/1 2000rpffljt o 
[ 0 0 7 9 ] 30 

5.5 DNAO^a 

m^i^\Z. ^feJPMUfc (70t:) mm/^yyr— (lOmM Tris/O.linM EDTA pH7.5) 50 
UL \ ^ m ^ ^ t \Z J: 0 V X ^DNASr ^ Hi b , M^i:.>^S6 153^/800 Or pfflo 
[ 0 0 8 0 ] 

5.6 LightCycler ( S ® g ) SB ( A ^ D - it ^ ) *3 ^ 4* S WPCR* ffl ^ 

5.6.1 VX^-^^yi7X(^ffi^ 

LightCycler ( S ^ S <g ) FastStart DNA Master Hyb r i d i z a t i onP r obe Ix (Roche 22 3 9 

2 7 2 ) > 2mM MgCh. 0.5mM y :t U — }^ :f ^ ^ - . 0.5mM U - X ^ ^ V - , 250 

nM ]^^-^a-y\ 25 0nM T^±:f^-:fa-y\ ^miomK pcr^ » 20 m i « 40 

[ 0 0 8 1 ] 

5.6.2 PCR^fl^ 

55t^ -r ^7 95t: /10g> 



65T: /10# 
72X: /10# 



- ^ i~ jvmm 

^ > y «f W 20t: 



[ 0 0 8 2 ] 

5.6.3 mm 
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CIS 5 ] 





PCRfcfcy<D/f=-;HbDNA 




1 


20ng 


34.90 


2 


20ng 


35.27 


3 


20ng 


36.09 


4 


20ng 


36.80 



[ 0 0 8 3 ] 
[ 0 0 8 4 ] 
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* B # W ^ 5 , 2 1 0. 0 1 5-^ M » 

* H # W ^ 5 , 234. 80 9^ BJ HH » 

* S # fP m 5. 487, 9 7 2^ BJ SB # 

* H # ^ 5 , 5 5 2 . 2 7 7 ^ BJ ^ 

* ffl # ^ 5, 5 9 5 , 8 9 0-^ BJ » ,0 
*B#Wm5,639,611^BJia# 

*H!if W=^ 5. 786. ii6Hmm^ 
*H#fFm 5, 804, 3 7 5^BJ^ffl# 
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mm<lkmfS00/32U2^ A > y U y h 

^B8B 00/3729 1^/1 > 7 U y h 20 
Hl^^Mll01/3 7291^/1>7U'y H 

H ^ PjS ^ 0 1 /9 8 5 2 8# A° > 7 1/ >v h 
H K ^ H m 0 2/3 1 1 8 6-^ A° > 7 <y h 
H^^:iMB 90/01 069^y^ > 7 1/ >v h 
Hfig^M^ 90/06045#/^ > 7 1/ H 
H^^ll^92/02638-^A°>7 1/>y h 
a ^ W m 9 2/08 80A-^ A- > 7 1/ >y h 
BKi;;M^96/41811-^A >• 7 1/ y h 

H ^ ^ W ^ 9 9/4009 8-^ A > 7 h 30 

Wu, D. Y. *5 J; U^Wal 1 ace, R. B. , Genomics 4 (1 989) 560-9 

[ jS * ± (D f IJ ffl Bj fg 14 ] 

[ 0 0 8 5 ] 

* 51 Bj , mm \z n ^ ^ ^ )U it (o & m . -r & ^ j?^ ;i/ j: t/c #^ ;^ 5^ ;i/ -fk h > 
[mm ommtxmm] 

[ 0 0 8 6 ] 

[01] 01 mmm 7K m ^ t mm <^ <D h > t <D ^ =^ ^ V fc m -v & ^ , 
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